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Chapter 7 
Summa y 
To rdatc, s y ~ b - 4  is the bcn described member of 
the a y n b  Frmily, Ccl signaling events mguhd by 
Ilg2nd binding to the extrad1nul?r part d this protein 
trigger accin cyt&lleton rearrangement resulting in thc 
&tion of cell firncelcrm such aa ceW, rnipEiion a d  
ptollfoncian. Fu&emore, s p n M  d c k i n g  has 
h e n  impllatad in the uptake of mad l i d s ,  that 
include p h  f m m ,  G ~ M  matrix proteins, LDL, and 
infectiow -nu Induding setrovim. 
QShaptcr E mnralnsa rcvlmofdgplaing events regulated 
by syndecan. It also dlcscdbes: phenotypes of a n i d  
models lacking one of the qmdm h i l y  protcimnw. It 
a p p s  that one s y n k  s a b h i i y  (syndacaan-1,-3) 
phya a drily negative role in promotion of growth 
factor response, whereas another (qr11h-2,4)  
enhauncm thme resparum. The main dlflFerenc~ b t ~ ~ n  
syndecan-2 and -4 functions is in the tlme and Eocatian 
of thelr expression. Generally, spdccan-2 playg a major 
tole in development, while syndean-4 in acute response 
to t h e  injury. For this mason, we studied syndccul-4's 
mle in tissue injury-induced angiogencsis. 
In Chapter 2, we lnvcsoigated the egect of i m d  
heparan sulhte mass due to overexpression of syndcmn- 
4 in dom)rocytes, on heart m i c r o ~ d a c  hnction. 
We found that Phlc expressing animals demonstrated 
a sigmificant lncrclse in nitric oxide release in the 
camnary edRucnt in mpam to FGF-1. I n  vim; 
coronary an~crovtssela dertvcd from those cmsgcnlc 
miko dmonserpred Increased relaxation response to 
FGF2 tompPrcd to control mice. Mdition of acogcnous 
heperan sulfite enhanced FGF-2 induced d i l a t i o n  in 
micmvemds from control mice. Thus, we demonstrated 
that dtemtion of h e p n  sulfate production has a 
profbund &t on microvascular homeostasis. 
Further chapters are almost adusively dedicztd to the 
mle of qndecun-4 cytoplasmic tail in the cQ signaling. 
In Chapter 3, the role oldifkrtnt cytoplasmic donnains 
in FGF-2 signal modulation was investigated. Mutations 
In the cytoplasmic eail that either reduced its &niry to 
PIP,, or dsmpted its PDZ-binding rnotlf, produced 
an FGF2-specific dominant-negative phenotype in 
endothclial cells that demonstrated a marked decline in 
their migration and prolikmtion ram. Those cells also 
exhibited implPrcd capaciry to firm tubes on fitrigel. 
This molecular mechanism was determined to consist 
OF a decrease in the syndccan-4-depcndenrt activation of 
PKCa. 
0- 
m .  
Figure 1. DomimMew effed of syndmn-4 mutants. 
Ov- of the mutant with di-I PIP, biding site (v)! resub irn its a c c u m  in the lEjdgi region and leads to 
the sequmtmhg of PDZ-iultemctiw ptotein(s) from the plasm 
membrane. In conbt ,  syridmn-4 with a mutated PDZ-binding 
w (right) fmw oli(pmrs with enrlogem protah thus 
prevmting b Mnding b PDZ4omain containing Ipmtein(s1. 
'Ihus, PDZ-binding partner(s) of ~pdecan-4 play 
a c d t i d  role in the modulation of FGF2 signaling. 
Interestingly, a spdacan-4 mutant lacking the PIP2 
binding motif failed to be q d  on the cell surfice, 
The mutant accumulates in the Golgi region, instead. 
ahcdore, we hypothesized that depletion of h e  PDZ- 
'binding partner by competitive binding due to rhe 
maexpression of the Golgi-retained syndecan rnutan 
resulted in dominant negative cell phenotype (Figure 1). 
Indeed, in ccmtmt to single mutations, mutations ofthe 
syndecan-4 cytoplasmic tail &at resulted in the reduced 
affinity of the m u m t  to both PDZ domain and PIP,, 
gnemted a phenotype that respond normally to FGF-2 
stimulation. The role of the BDZ-binding motif as well 
as an identification of the critical interacting protein is 
further discussed in Chapter 6. 
In Chapter 4, we studied the membrane distribution 
of the core protein using an Fc receptor (FcR)-spdecan- 
4 chimera prior to ahd following FGF2- or antibodies- 
induced dustccing. Prcvbdy described &olesterol rich 
compartments called lipid rafts were shown to contain 
a variety of signaling proteins that include syndecan-4 
binding pvuaers Src and PIC&. We found that while 
urudwted syndecan-4 was prescnt pdorninamdy in 
the non-raft membrane compartment, clustering induced 
extensive distribution to the nonr-caveolae lipid rafts. 
Clustering of spdccan-4 also induces its endmyosis. 
Interestingly, syndecam-4 positive endocytic vesicles can 
travel in tandem with caveolae vesicles. The role of this 
interaction remains unknown. EGF2 induced qmdecan- 
4 uptake may play an important role in modulation of 
growth fictor signaling. 
mpinocytic W ~ Y -  
Chapter 5, the initial steps of syndecan-4 endocytmis 
its role in FGF2 intemdization were characterized. 
for its initiation and occurs in a non-clathrin, non- 
dynmln dependent manner. Our results demonstrate 
dependent activation of Racl and the intact CDC42 
m a c r o p i n ~ ~ i s  (Figure 2). 
Cell migration Cell migration 
Figtine 3. Mechan~ism of syndmn-4 i n d u d  cell migration. 
The s y n d m u c e d  signding annplax ia capable of aclbhvafng 
Racl. lnteradian of synd9can4 with PDZ.domainoonltaining 
protein in'hibi Uis adhtbn. S p h n  dvstering resub in 
activation of Racl by sekkk remwal of this inhibition ~~ 
M s  to he increase of aell migration &$). PDZ4nding domain 
rnub8an leads to ha$iky of the PI5Zdamin amtabing protein 
to $uWL h c l  xtimtim and mults in the h;@ basal level of 
Raol activity (#I. 
Chapter 7 
Samenvatting 
PDZ- Mamm 
d rmrovinissen. 
In hoofdetuk 1 worden signaaJtrmsdu~Ic-pthways die mw,r 1. Eff& van "m&fi-~"iatpe~~~"synn+I 
door syndc~m-4 wordt gereguleerd besdi~ccyen. Verder m a w .  
worden fenotyp van dle diemodellen bieschreven die mmpaed $y1dew14genmetm 
deficient zijn voor sen van de syn&mn-hilkleden. w blrdlngs;plaats (E&) 
licn W de syndscan sublcamdiai (wdeiwn-l en 3) w w h  m s y n w n  4 ~olg i  g ebied 
speelt een negatieve rol in het miveren van de respons en tot Mmde m van de 
op gmifictoren, terwijl een andere subfamlie (syndnian Rla6fiiwi mmtnw~. In tegennstelfing toa d# &CA  mrt syniBecan- 
2 en 4) deze net stimuleert. Enct voornaamste nircrsdiil 4 me4 een gemuteerdl WZWuigs W (rccbtr) d i m  
tussen s y n d m  2 en 4 betreft tijdspanne en locdisadc. met d b p e n  M waardoar het nbt km binden met & PO2 
Syndecan-2 speelt een ml in de onwikkclig, terwijl ter de*. 
syndccan-4 ecn rol speelt In de acute respons na dominant negatief fenotype in endolttnieelccllen dat 
wcct8elbeschadiging. Het doel van di gekenmerkt werd door een b e  van hun proliieratie 
dan, ook het btstuderen van de rol v en migratie capadteit. Verder toonden deze cellen 
oagiogenmc die optreedt na d s e i s  verstoring in buis-brmatic in matrigel-assays. Dit effect 
wcrd vemorzaakt door cen a f m e  in de syndecan-4 
In hoofhtuk 2 hebben wc het &kt namen geinduce& activatie van PKCa. 
heparan-suht m- op de rnicr0vascuilaniu;xan het bus, PDZbindcnde partners van syndecan-4 spelen 
hwt ondemcht. Dit & mlt$rrotcd door s y n d m - 4  tot een bclangrijh rol in de modulatie van FGF-2 
o w m p m i e  te brengen in ie wdlomyt&tn. Ha bleek s l g n d t ~ ~ n d ~ c t l e .  Eui spdccui-4 rnutmt met een 
dat de ditren die qmdecul-4 tot mnacprtrssie brachton, dcficimte PIP,- bindhgsphts werd niet tot expressie 
meer ]IS0 tot errp&le brachten in het Curondr effluent gbmcht aam -het op&klak, maar accumuleerde in 
na tdlentng; van PGF2. Pn vltm toonden de coronaire het go&-gebied. We hebben daarom C hypothese 
- - -  
micmwula~uur  m deze muizen een toegenomen opgesteld dat depletsie van de ~ ~ ~ - b i n d i n ~ s ~ a & r  door 
damiele na PGF2 toediening in vergclljking met controle mrnpecatirwc binding aan het in h a  golgi-gebied gelegen 
mui~n.~oedlentngvocxogetnhiegprawd~tveaterkn syndmn-4, veruitwoordclijk is voor het beschmen 
de FGF-2 geinduecetrde vlsodilatatie in m i c m t e n  van E e n o ~  (Figuur 1). In regenstelling rot enkelvoudig 
conmle muizen. In dit hwíüsnilu Rebben w h tu i  zien mutaties, mdteudcn mucades met veriaagde affiniteit 
FGF2 voor wwel de PIP2 bindingsplaats als het 
PDZ domein in e n  hotypc met cen normale respons 
op FGF2 srimuiatle. De ml van het PDZ biadingsmotieí 
aismede de idmtikatie m het kritische hteracticeiwit 
t verder bcsduricvai in hoofdsnik 6.  
fdstunk 4 werd de menibraandastnbutie van het 
dccaiai-4 transmemb- en C-terminaie gedeelte 
cytoplPs;matiscRe domeinen van spdccan-4 onderzocht o n d d t  door gebruik te maken van een FC recepeor 
tijdens de mdulatie van FGF-2 r i g n d d u c t l e .  (FcR)-syndecan-4 chiiera vóór en na FGF2  of 
Mutaties in het PIP, bindinpdomcin of het PDZ- antilichaam geinduceerde dustering. De voorhen 
bindingdomein resultterde in een FGF2-specifiek lxschma choiltsterol-rijke compartimenten, lipid & 
leculen waaronder de syndcan-4 bhdinrgspmers Src en 
van Racl niet kan onderbreken en resuitesrt in een hoog basaal 
nbau b c l  actidt& (rechtr). 
in tandem migrem met cavmline-veskels. De rol van 
deze interactie blijft onbekend. FGF-2 geinduceerde na ligand binding, celmigratie versterkt door activatie van 
syndecan-4 opname s&t h o o g s ~ c h i j n l i j k  een racl, dat vervolgens aan de rand van de cel lokdiscert. 
bekmgrijke rol in de modulatie van de signaaltransductie C d e n  die syndecan-4 met een ~ r n u t e u d  PDZ- 
bindingsdomein tot expressie brengen, en cellen deficient 
v a  gf~!@iofen.,~ ,A T - 3  in synicenin, een eiwit dar een PDZ-domein bevat dat 
. > L ,+.3% 
In hoof&tuk 5 werden de initicle stappen van syndecan- een interactie aangaat met syndlecan-4, migreren niet na 
4 endoqose, aIsmcdt zijn ml in FGF2 interndizatie syndcf;ui-4 clustering (Figuur 3). Hieruit kunnen we 
g&&tecisscrd. We zagen dat syndccan-4 opname mndudercn dat syndecan4lsyntenln Interacties c r u c l d  
zijn voor syndecarm-4 clu~tering geinduceede mlgratle. 
na FGF2 of uicilichaam minduceerde clustering, de 
integriteit van de pbsrna&ernbraan m de lipit-rafis 
vereist voor de initiatie van de i n t e r d i t i c ,  en dat $e 
internalizatic onafhankelijk is van clathrin en dynaniin. 
Onze resultaten tonen dat FGF2 endwytow afhankelijk 
is van clustering van ~ d ~ - 4  waarma racl actiwatie 
optreedt. Verder is een intacte CDC42-afhanhlij~ke 
macroginocytose pathway noodzakelijk. Er zijn dus 2 
stappen tijdemvdlecan-4op~e.&rstwordié~dte7an- 
4, na dustering, verplaatst naar de Iipid rah. Vervolgens 
assembleert qmdean-4 m sipaialitductis-compla 
dat leidt tot de aaivatie van racl. Vervolgens ondergaan 
de symdecan-4 h t t c n d e  lipid r& endmymw en 
d e n  ILC hierbij gebruik van CD042 grindumrdc 
mauopinqose  (Figuur 2). 
Saninncnvaiacend beschrijft dit proefschrift de regulatievan 
ullullairc en orgaanhncties dmr syndecaini-4. Dit varieert 
van de eenvoudige toename van hepann s u l b t  massa 
toa oomplcxc imioraicellulaire interacties. De btschrcvcn 
'traffiiking' en signdtmmduaie eigenschappen van 
syndlecan-4 dragcn bij aan het begrijpen van groeifactor 
en al-matrix geirilduceerde angiogenese. 
Advatie m racl is e n  kritische stap in de polarisatie 
en migratie van d e n .  In hoofdstuk 6 hebbui wc de 
migatie van e~doch~~lceIIen na clustering van spd~can-  
4 ondaímcht. We hebben aangetoond dat syndecan-4, 
